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DOMAINE TECHNIQUE 

La pr^sente invention se rapporte el 1' utilisation 
d'un dispositif comprenant une sonde capacitive pour la 
determination de la biomasse de bact^ries de petite 
tallies, telles les bacteries lactiques, au cours de leur 
culture ou lors d'un proced6 de fermentation. 

L^ART ANTERIEUR 

La preoccupation majeure des industries alimentaires 
utilisant des ferments est la quality et la performance 
de leurs fermentations. 

L'une des variables principales dans un precede de 
fermentation est la concentration de la biomasse dans le 
rSacteur, c'est-a-dire la concentration des cellules 
microbiennes, notamment les bactSries ou les levures dans 
le f ennenteur, 6tant donn6 que la product ivite est 
generalement directement proportionnelle h la biomasse, 

II est ^galement tres important de mesurer en temps 
reel la concentration de la biomasse viable dans les 
feimienteurs pour minimiser les gchantillonnages et les 
analyses de biomasse hors-ligne. Les m^thodes 
conventionnelles indirectes d' estimation de la biomasse 
sont lentes et ne permettent bien souvent pas de 
differencier la biomasse biologiquement active, c'est-S- 
dire viable de la biomasse morte (n^cromasse) . La plupart 
des methodes plus r^centes de mesure en ligne utilisent 
des sondes optiques qui mesurent la turbidite ou la 
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transmission de lumiSre et/ou la dispersion de la lumiere 
a travers des suspensions cellulaires dans vm milieu 
liquide ; le signal gen6r€ par ces sondes est 
proportionnel & la concentration en particules dans le 
5 bioreacteur, mais il ne permet pas de distinguer entre 
les cellules vivantes, mortes, les cristaux de sel, ou 
d' autres particules . 

Plus r^cemment des sondes capacitives ont 4t# 
d6velopp4es qui permettent de mesurer la capacitance de 
10 suspension de cellules soumises a des radiof requences 
basses (0,1 MHz S 10 MHz) qui est une fonction du volume 
des cellules viables (Harris et al., Enzyme Microb, 
Technol. Vol.9, Mars 1987). Ce type de sondes peuvent 
gtre insgr^es dans ion biorSacteur et permettre une mesure 
15 en ligne de la biomasse viable dans des fermenteurs aussi 
bien industriels ou S I'echelle pilote sur des milieux de 
faible plage de conductivity (30 mS) . 

Jusqu'a present, les sondes capacitives de I'art 
anterieur ont 6t6 utilis^es pour d6te3nniner la biomasse 
20 de cellules de grandes tallies telles les levures et les 
bactfiries du genre Escherichia coli. Les mesures ne 
peuvent Stre effectuSes que pour des cellules en grande 
quantity, et dans des milieux de concentration ionique 
definie. Ainsi EP281602 d^crit ce type de sonde 
25 capacitive mais qui presente un certain nombre 
d' inconvenient s car il ne permet pas d'obtenir 
directement un signal repr^sentatif de la capacite 
indSpendant de la frequence d' excitation des Electrodes. 
Il n'existe pas actuellement de moyen de suivre et de 
30 controler en ligne les etapes de preparation de la 
biomasse de bacteries telles que les bact^ries lactiques, 
tout au long du procede qui implique des modifications 
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continues de la teneur en sel. Ce precede peut etre 
realise de maniere classique (aussi appelee "batch"), 
dans lequel le fermenteur est rempli avec le milieu de 
culture dans son intggralite, et ensuite inocule avec le 
5 microorganismes. Durant la culture, on pilote la 
fermentation en utilisant comme paramStres d' action la 
temperature, la regulation du pH et parfois I'ajout 
manuel d ' ingredients de manidre ponctuelle. Le proc6d6 
peut aussi §tre effectui en r^acteur aliment^ (ou "Fed 
10 batch) : dans ce mode de fermentation, le feimenteur est 
partiellement rempli avec le milieu de culture de base 
(environ 1/5 k 1/4 du fermenteur) et ensuite inocule. 
Durant la culture, on pilote la fermentation par ajout 
continu de milieu de culture et de diffSrents nutriments 
15 (d'oii le nom de fed bacth) ce qui permet d'ajuster en 
continu les concentrations en nutriments et de piloter la 
culture dans les conditions optimales de croissance du 
micro -organisme. A la fin de la fermentation, de par 
1' ajout progressif de milieu de culture, le fermenteur 
20 est rempli et on a atteint le volume de milieu que l»on a 
k 1' instant initial dans le mode de culture batch. Les 
paramStres d" action comme la temperature, la regulation 
du pH ou 1 'ajout manuel d' ingredients de maniere 
ponctuels peuvent aussi Stre utilises, mais sont moins 
25 importants; dans ce second mode, les variations de la 
teneur en sel sont plus importantes. Les sondes 
classiques sont adaptees pour des mesures de cellules de 
taille relativement eievee, dans des intervalles de 
conductivite restreints, qui ne sont pas compatibles avec 
30 les variations observees dans les precedes evoques ci- 
dessus; les tentatives pour augmenter cette gamrae de 
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conductivite se traduisent par une perte importante de 
sensibility de la sonde. 

La demande WO 01 79828 au nom de NANOTEC SOLUTION 
d^crit une sonde rem^diant a certains de ces 
inconvenient s, qui est notanunent utilisee pour mesurer le 
taux de sel dans du saumon ou du jambon pour determiner 
I'etat de fralcheur de ces produits. 

De tnanidre inattendue, on a tnaintenant trouvg que la 
sonde decrite dans la demande WO 0179828, qui est 
incorpor^e ici par reference, pouvait gtre appliqu^e au 
contr61e de l«efficacit6 du proc6d6 et du maintien de la 
quality et de la viabilite de * la biomasse de cellules de 
petite taille telles que les bact^ries lactiques, au 
cours des differentes Stapes. La prSsente invention se 
propose de fournir un moyen de mesure de la biomasse de 
cellules microbiennes de petite taille, c'est-S-dire dont 
la surface est inferieure H 10 \im^ , telles par exemple 
les bacteries lactiques, en particulier les streptocoques 
et les lactobacilles, car a ce jour aucun moyen precis 
fiable efficace et reproductible n'a 6t6 dSveloppg pour 
mesure le contenu en biomasse de bacteries lactiques dans 
une culture en temps rSel. L' utilisation d'un capteur en 
ligne de biomasse permettrait de maitriser, d'optimiser 
et de conduire les fermentations en vue d'augmenter la 
quantity et la qualite du produit final et de satisfaire 
les conditions de production, notamment dans le domaine 
agroalimentaire . 

DESCRIPTION DETAILLEE DE INVENTION 

La presente invention concerne 1 ' utilisation d'un 
dispositif, et sa mise en ceuvre lors de la conduite de 
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precedes de culture, comprenant una sonde capacitive pour 
la determination de la biomasse de cellules vivantes dont 
la surface cellulaire est infSrieure ou Sgale a 10 \ivc?, 
la dite sonde Stant prSvue pour Stre appliqu^e, de 

5 pr^f^rence iiranergSe, dans un milieu contenant les dites 
cellules, et la dite sonde comprenant (i) une premidre 
paire d' electrodes d' intensity pour injecter un courant 
Sleet rique dans le dit milieu, (ii) une seconde paire 
d' Electrodes de tension pour relever la tension appliquee 

10 au dit milieu, et (iii) des moyens pour mesurer le 
courant glectrique inject^. De preference, le dit 
dispositif comprend en outre un conditionneur 
comprenant (i) des moyens pour foumir une tension 
alternative Isolde galvaniquement k appliquer entre 

15 lesdites electrodes d' intensity et, (ii) des moyens pour 
traiter des signaux reprSsentatif s du courant inject^ 
dans le dit milieu et de la tension relevEe aux bomes 
des electrodes de tension, de fagon §. d^livrer des 
signaux respect ivement de mesure de la capacite et de la 

20 conductance du dit milieu. Les moyens de traitement 
comprennent (i) un pont de mesure par mSthode de z4ro 
agence pour traiter un signal image du courant inject^ et 
un signal image de la tension relevSe appliques 
respectivement a une branche de reference et a deux 

25 branches d' opposition, et (ii) des moyens pour commander 
automat iquement ce pont a partir du signal de mesure de 
conductance. Selon la prSsente invention, le pont de 
mesure par methode de zero est dispose en aval de 
circuits delivrant des signaxix images respect ivement du 

30 courant inject^ et de la tension aux bornes de 
1' impedance a mesurer. Un tel agencement permet de 
resoudre des probldmes d'isolement et de precision, car 
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I'agencement permet un montage en pont flottant et une 
amplification pr6alable des signaux de mesure delivres 
par la sonde. 

Dans un mode particulier de realisation, le pont de 
5 mesure comporte : 

- une branche de r§f6rence incluant une resistance 
de reference sur laquelle est appliqu^ le signal 
image du courant inject^, 

- une premiere branche d' opposition incluant une 
10 resistance d' opposition r^glable et une seconde 

branche d' opposition incluant un condensateur 
d' opposition rSglable sur lesquelles est applique 
le signal image de la tension relev^e, et, 

- des moyens amplif icateurs ayant leur entrge reliee 
15 aux dites branches de reference et d' opposition et 

deiivrant un signal de mesure de z^ro. 
Dans un dispositif selon 1' invention comprenant en 
outre des moyens pour deiivrer un signal image de la 
tension aux bornes de la seconde paire d' electrodes et 

20 des moyens pour delivrer un signal image du courant 
injecte dans la premiere paire d' electrodes, le 
conditionneur comprend en outre dans la premidre branche 
d' opposition un premier modulateur dont 1' entree est 
reliee ^ la sortie des moyens pour delivrer le signal 

25 image de tension, ce premier modulateur etant commande 
par le signal de mesure de conductance de sorte que le 
signal de mesure de zero est sensiblement nul . Dans un 
mode prefere de realisation, la sonde comprend quatre 
fils reliant respect ivement les quatre electrodes 

30 d' injection de courant et de mesure de tension a quatre 
bornes de moyens de connexion avec le conditionneur, et 
deux fils suppiementaires reliant respectivement les 
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bomes d'une resistance de mesure de courant dispos6e a 
I'intSrieur de la sonde a deux autres bornes desdits 
moyens de connexion. La resistance de la mesure de 
courant est par exemple inseree entre I'une des 
5 electrodes d' injection de courant et I'un des fils 
supplement aires relie via les moyens de connexion k une 
masse flottante du conditionneur, et est de preference 
disposee a proximite des electrodes de la sonde. Get 
agencement particulier de la sonde de mesure presente 
10 cotnme avantage le fait que cette sonde est entidreraent 
passive et n'inclut pas d'aTr5>lif icateur, ce qui permet de 
concevoir des sondes de tr§s faible diamdtre, par exemple 
d'un diametre de 12ram. De plus, le conditionneur du 
dispositif selon 1' invention peut §tre aisement contr&le 
15 en remplaqrant la sonde de mesure par un etalon passif 
const itue d'une resistance et d'une capacite, Les moyens 
de commande automat ique peuvent en outre St re agences 
pour commander le pont k partir du signal de mesure de 
capacite. Le conditionneur comprend alors en outre un 
20 second modulateur insere entre la sortie des moyens pour 
deiivrer le signal image de tension et le condensateur 
d' opposition, ledit second modulateur etant commande par 
le signal de mesure de capacite de sorte que le signal de 
mesure de zero est sensiblement nul . Dans un mode 
25 pratique de realisation du dispositif selon 1' invention, 
les moyens de traitement comprennent en outre, en sortie 
du pont de mesure, respectivement un premier et un second 
canal comprenant chacun des moyens de detection synchrone 
et des premiers integrateurs deiivrant respectivement les 
30 signaux de mesure de capacite et de conductance, ces 
moyens de detection synchrone etant commandes par le 
signal de sortie des moyens oscillateurs- La sonde ne 
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coraprend que des composants passifs et est connectee de 
fa<?on amovible au conditionneur - Le conditionneur 
comprend en outre un premier et un second amplif icateurs 
dif f^rentiels relies electriquetnent H la sonde et prevus 
5 pour dSlivrer respect ivement le signal de courant et le 
signal de tension. 

Les sondes capacitives selon 1' invention con^rennent de 
preference quatre Electrodes, Les deux electrodes 
ext^rieures Emettent un courant altematif i frequence 
10 variable pouvant Stre prSdEterminee , Ce courant ct66 un 
chatnp glectrique aux environ des Electrodes qui permet de 
polariser les cellules vivantes. Les deux Electrodes 
interieures mesurent la difference de potentiel (tension) 
du milieu dans lequel les cellules vivantes se trouvent 
15 en suspension. 

Un exemple de dispositif ou de sonde capacitive selon 
1' invention est dEcrit dans la demande internationale de 
brevet WO0179828 au nom de la sociEtE NANOTEC SOLUTION 
(France) . Ce dispositif comprend trois parties : le MCU 
20 9400 (Multisensor Control Unit) destinE & acquErir, 
traiter, visualiser et mEmoriser ou transmettre vers un 
ordinateur les informations provenant de la sonde 
capacitive, le prE-amplif icateur qui contient 1' ensemble 
des composants Electroniques, et la sonde capacitive 
25 constituee d'xin corps cylindrique en inox (diametre 25 
mm) munie k son extrEmitE de quatre Electrodes en platine 
disposees en parallEle, 

Selon un mode prEfEre de rEalisation, le courant 
Electrique injects dans le milieu par la dite sonde a une 
30 frequence comprise entre 0,1 MHz et 10 MHz, de prEfErence 
entre 0 , 1 et 1 MHz , 
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Le milieu selon 1' invention contenant les dites cellules 
est un milieu aqueux liquide, plus ou moins fluide. Le 
milieu de suspension des cellules, notamment des 
bact^ries, susceptible d'Stre mis en oeuvre dans la 

5 prSsente invention, est de preference un milieu aqueux de 
culture contenant les nutriments nScessaires k la survie 
et/ou a la croissance des cellules en suspension. Des 
exen^les de nutriments sont, des sources de carbone, tel 
le glucose, du phosphore, de 1' azote et d'autres sources 

10 de nutriments essentiels. Des exemples de milieux de 
cultures sont donnas dans les exemples ci-aprds. Le LB 
broth constitue un exemple de milieu de culture 
synth^tique bacterien bien connu, Le milieu de culture 
peut 6galement §tre un milieu vegetal, notamment les jus 

15 vggStavix. Le milieu de suspension des cellules peut aussi 
Stre un liquide alimentaire, par exemple le lait, les 
ferments lactiques, un yaourt ou une crSme lact^e. 
Selon un mode pr6f6r6 de realisation, la conductance du 
dit milieu est comprise entre 2 et 400 mS, de manidre 

20 prefers entre 20 et 200 mS. De manidre pr^ferge, la 
conductance du dit milieu varie dans la plage comprise 
entre 2 et 400 mS, dans un intervalle de 250 mS. Lorsque 
le dispositif selon 1' invention est mis en ceuvre pour 
mesurer de faible variation de la capacitance, par 

25 exemple de I'ordre d' environ 0,1 k 0,5 pF, la mesure est 
realis^e dans les milieux ^ conduct ivite comprise entre 2 
mS et 400 mS. La conductance du milieu peut etre ajustSe 
par adjonction de sel au dit milieu, pour que la 
conductance du milieu se situe dans cette gamme. Le sel 

30 utilise doit etre compatible avec les cellules en culture 
et est par exemple du chlorure de sodium (NaCl) ou du 
chlorure de potassium (KCl) . 
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La prSsente invention fournit §galement la correspondance 
entre la capacity en pF mesuree par le dispositif selon 
1' invention et la concentration en cellules vivantes en 
g/1 de milieu ; celle-ci est donn^e par la relation : 
1 pF gquivaut k environ 0,05 g/1 h 0,4 g/1 de cellules 
vivantes, notamment de bacteries vivantes, dans le milieu 
selon le type de cellules, notamment de bacteries, 
pre sent es dans le milieu. 

Selon un mode pr6fer6 de realisation, les cellules 
vivantes sont des bacteries lactiques vivantes, t el les 
des lactobacilles, dans ce cas la dite relation est par 
exemple 1 pF gquivaut a environ 0,2 g/1 de lactobacilles 
vivants dans le milieu. 

La pr#sente invention se rapporte Sgalement k un 
procgd^ pour determiner les caractSristiques d'une 
biomasse de cellules vivantes dont la surface cellulaire 
est inf^rieure ou Sgale k 10 jxm^, le dit precede 
comprenant les Stapes suivantes : 

a) injection d'un courant alternatif k frequence 
pr^determinee dans un milieu contenant les dites 
cellules, via une premiSre paire d' electrodes 
immergees dans le dit milieu; 

b) mesure du courant injecte dans le dit milieu, 

c) mesure de la tension a\ix bornes d'une seconde 
paire d' electrodes immergees dans ledit milieu et 
disposees a proximite des electrodes d' injection 
de courant, et 

d) traitement des signaux images respect ivement du ' 
courant injecte dans le dit milieu et de la 
tension relevee aux bornes des electrodes de 
tension, de fa<?on k deiivrer des signaux 
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respectivement de mesure de la capacite et de la 
conductance du dit milieu. 
De prSfSrence, le proced^ de 1' invention est mise en 
oeuvre en utilisant le dispositif selon 1' invention, et 

5 notaniment la sonde capacitive. Ce proc^d^ se caracterise 
en ce que la plage de mesure de la conductance est 
comprise entre 1 mS et 1000 mS. De manidre prSfer^e, la 
plage de mesure de la conductance s'etend de 2 S 400 mS, 
et de manidre encore plus pr^ferfie entre 20 Sl 200 mS. Le 

10 procSdS peut comprendre en outre une etape d'ajustement 
de la conductance du milieu par adjonction de sel, tel 
NaCl ou KCl ; ainsi par exemple 0,5 g/1 de NaCl en 
solution dans de I'eau correspond at une conductance de 1 
mS. La correspondance entre la quantite de sel dans I'eau 

15 et la conductance est ais^ment determinee par I'homme du 
metier. 

La mesure de faible variation de la capacitance, de 
I'ordre d' environ 0,1 a 0,5 pF, en mettant en oeuvre le 
precede de 1' invention, est r6alis6e dans les milieiix a 

20 conductivity comprise entre 2 mS et 400 mS, 

Les frequences pour mesurer la bioraasse sont de 
preference les frequences pour lesquelles la dispersion 
beta est essentiellement complete (voir figure 1) et pour 
lesquelles la dispersion alpha est nSgligeable. La sonde 

25 capacitive selon 1' invention est utilisSe de preference 
sur toute la gamme de frequence correspondant k la 
dispersion beta (0,1 a 10 MHz), mais les frequences de 
mesure optimales pour les cellules de petites tallies de 
1' invention sont de preference comprise entre 0,1 MHz et 

30 1 MHz. 

En outre, le procede selon 1' invention peut conporter 
une etape d'etalonnage de la sonde capacitive en fonction 
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de la temperature du milieu et de la conductance du 
milieu. La temperature du milieu de culture est adaptee 
pour permettre la survie et/ou la croissance des 
cellules ; elle est de preference con^rise entre 0 et 

5 50°C, de preference elle est d'au moins 20°C, de maniere 
pr€f§rge la temperature est de I'ordre de 37°C. 

Le procSdS est caract^rise en ce que le traitement 
des signaux de courant et de tension inclut une methode 
de z€to mettant en oeuvre un pent de mesure conprenant 

10 d'une part une branche de reference sur laquelle le 
signal image du courant est appliqu^, et d' autre part, 
deux branches d' opposition sur lesquelles le signal image 
de la tension est appliqu^, ces branches d' opposition 
comprenant respect ivement une composante resistive 

15 rSglable et une composante capacitive rSglable, et ce 
pont de mesure Stant automatism pour d^livrer un signal 
de mesure de capacity et un signal de mesure de 
conductance du milieu. 

Ainsi, dans la pr^sente invention, la mesure de la 

20 resistance et de la capacite du milieu est d^terminee par 
xjne methode de z^ro, a partir de 1' action qu'il est 
nScessaire de faire pour annuler la partie r^elle et la 
partie imaginaire du courant passant k travers la 
biomasse. Pour un expose du principe general de mesure 

25 d' impedance par methode de zero avec mise en oeuvre de 
quatre electrodes, on pourra se referer k 1' article 
« Four-electrodes null techniques for impedance 
measurement with high resolution » de H.P. SCHWAN et CD. 
FERRIS dans la publication « The Review of Scientific 

30 Instruments (vol.39, N°4, Avril 1968). 

Le procede de 1' invention ainsi que le dispositif ou 
la sonde capacitive selon 1' invention peuvent etre 
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utilises pour une large gamme de cellules de petite 
taille pouvant etre les cellules de plantes, d'animaux ou 
des cellules microbiermes et dans un grand nombre de 
precedes de fermentation. De preference, le precede de 

5 1' invention est applicable aux cultures microbiennes 
contenant des bacteries, des levures ou des cellules 
fongiques. Le precede selon 1' invention est 
essentiellement applicable a des cultures microbiennes 
contenant des cellules de petites tallies, de preference 

10 des cellules procaryotes, notanunent des bact^ries. Ces 
bacteries de petites tallies ont g^neralement une forme 
spherique ou coccoide, ou une forme de bStonnet spiralee 
ou h^licoidale, elle sont sous une forme sporulee ou non. 
Par bacteries de petites tallies, on entend que leur 

15 taille est nettement inf4rieure a celle de bacteries de 
grande taille telles Eacberichia coli ou du genre 
Bacillus. Parmi les bacteries, susceptibles d'Stre mises 
en oeuvre dans un proc6d6 de la present e invention ou 
utilis^es avec le dispositif ou la sonde capacitive de la 

20 prSsente invention, il convient de citer de manidre non 
exhaustive : 

- Les bacteries lactiques, notarament les 
lactobacilles, les lactocoques, les streptocoques 
et leuconostoc, 

25 - Les bif idobacteries, 

- Les rickettsies, 

- Les chlamidies, 
Les mycoplasmes . 

Parmi les lactobacilles, il convient de citer 
30 Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus delbrueckii, 
Lactobacillus casei . Parmi les Streptocoques, il convient 
de citer Streptococcus thejnnophilus. Streptococcus 
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aquafilus. Streptococcus aquaticus. Streptococcus 
stearothermophilus . 

Plus particulidrement par cellules de petites 
tallies, on entend designer des cellules, notatnment des 
5 bacteries dont la surface cellulaire n'excede pas 10 ixtn^, 
De maniere prefer^e, Les cellules ou bacteries de petite 
taille selon 1' invention ont une surface inferieure ou 
egale a 7 ^.m^- Egalement, le diametre des cellules ou des 
bacteries de 1' invention, sous forme spherique ou de 
10 batonnet, est inf^rieur ou ggal a 0,7 |im. De pr6f4rence 
le diamdtre est inferieur ou egal k 0,5 ^tn. 

Pour la mise en oeuvre du proc#d4 selon la prSsente 
invention, les cellules de 1' invention sont en g6n§ral 
cultivfies dans un biorSacteur, ou ferment eur dans lequel 
15 la determination de la biomasse des dites cellules, de 
prSf^rence des bacteries, est rSalisSe en ligne* Le 
procSdS de fermentation peut §tre realist dans n'importe 
quel type de fermenteur, que se soit un fermenteur 
industriel k gros volume ou un fermenteur de laboratoire. 
20 De pr#f6rence, la sonde capacitive est attachee et/ou 
immergee dans le fermenteur utilise dans le procSdS selon 
1' invention pour permettre une mesure directe en ligne. 
Le proc6d6 pourra notamment Stre appliqu^ ^ des 
fermentations classiques en batch, ou en milieu continu 
25 (avec soutirage, en cours de culture, de milieu remplac^ 
par du milieu neuf ) ; il sera particulidrement avantageux 
pour le suivi de fermentations de type "fed batch". En 
particulier, la mesure pourra §tre effectuSe en presence 
d*une agitation du milieu. 
30 La present e invention se rapporte done a 

I'utilisation d'un proc^d^ selon 1' invention pour suivre, 
controler, adapter, surveiller la fermentation de 
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cellules vivantes, de prgfSrence de bactSries lactic[ues, 
dont la surface cellulaire est inf^rieure ou ^gale k 10 
jim^. Ces bacteries ou cellules pourront §tre detectees a 
partir de concentrations de I'ordre de 10^ ufc/ml, tout 
au long des diff^rentes etapes du precede impliquant des 
conductances de 0,01 a 400 mS, sans modification de la 
sonde . 

La resolution de la sonde telle que definie dans la 



presente invention est donnee par le tableau suivant: 





Resolution en 
Capacitance 


Oamme de Conductance 


Moyenne 

sur 10 mesures 

(temps 

d' acquisition = 
0,5s) 


0,1 pP 


Superieur ou ^gal ^ 
0,001 Ms 


Moyenne 
sur 100 mesures 

(temps 
d' acquisition = 
5s) 


0,03 pF 


Inferieur i 0,001 mS et 
superieur a 10 


Moyenne 

sur 1000 mesures 
(temps 

d' acquisition = 
50s) 


0,01 pF 


Inferieur ou ggal k 10 



La rSsolution de la sonde capacitive selon 1' invention 
est de I'ordre de 0,1 pF dans les milieux k conductivity 
sup^rieure ou ^gale k 0,001 mS. 

Enfin, la presente invention se rapporte a 
1' utilisation d'un proc6d6 selon 1' invention pour mesurer 
I'efficacit^ de concentration des cellules tout en 
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niaintenant leur viability. Egalement, la presente 
invention se rapporte k 1' utilisation d'un proc6d6 selon 
1' invention pour mesurer le taux de sel, notamment de 
chlorure de sodium, dans un milieu. 

D'autres caracteristiques et avantages de 
1' invention apparaissent dans la suite de la description 
avec les exemples representes ci-apres. 



LEGENDS PES FIGURES 

Figure 1 : Dispersions electriques. 

Figure 2 : Representation de la sonde avec ses quatre 

electrodes en platine. 
Figure 3 : Etalonnage de la sonde - Capacitance en 

fonction de la conductance pour 

differentes temperatures. 
Figure 4 : Propagation LJb casei sur milieu 

synthetique et microf iltration 

tangent ielle - Delta C, conductance et DO 

en fonction du temps. 
Figure 5: Propagation de Lb. bulgaricus sur milieu 

synthetique- Delta C, conductance, et DO en 

fonction du temps. 
Figure 6: Preculture de St. thennophilus sur milieu 

synthetique entre 4.10^ et 10^ ufc/ml- 

Delta C et DO en fonction du temps. 
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EXEMPLES 

1 - PRINCIPE 

5 Le principe de mesure de la quantity de biomasse 

s'appuie sur les propri^tSs diSlectriques passives des 
cellules biologiques, notatranent des bacteries lactiques. 
En effet, la membrane cytoplasmique des cellules, 
const ituee d'une double couche lipidique, est tr^s peu 

10 conductrice. Elle permet de delimiter clairement 
1' interface entre le milieu interieur et le milieu 
exterieur dans lequel les cellules sont en suspension. 

Ainsi sous 1 » influence d'un champ electrique, les 
membranes cellulaires se polarisent comme les surfaces 

15 d»un condensateur 61ectrique. Les ions positifs vont vers 
1* Electrode negative et les ions negatifs vont vers 
1' electrode positive . 

1,1. Meaure de la capacitance 

20 

L* accumulation de ces charges peut etre quant ifi€e 
par la mesure de capacitance (capacity) de la suspension 
(not6e C et exprim^e en pico-Farads, pF) . Plus la 
quantite de charges accumul^es est grande, plus la 

25 quantity de biomasse presente est in^ortante ; on peut 
done relier directement la mesure de capacitance a la 
mesure de biomasse. 

La capacitance est une mesure de 1' amplitude de 
polarisation induite par un chanp glectrique et ne depend 

30 pas de la direction de ce champ. Par centre, elle est 
fonction de la frequence. Un champ glectrique change de 
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direction lentement h basse frequence, par contre, il 
change rapidement de direction a haute frequence. 

L'effet de la frequence du signal sur la polarisation 
des membranes cellulaires est dgcrit ci-apres, Quand la 

5 frequence est basse, le champ change de direction 
relativement lentement, done la plupart des ions ont le 
temps de rejoindre la surface de la membrane et de la 
polariser avant que le chatty) ne chainge de direction et la 
polarise k 1' inverse. La capacitance est alors 61ev6e. 

10 Quand la frequence est plus 61ev6e, moins d'ions ont le 
tenps de rejoindre la membrane avant que le champ 
Slectrique ne change de sens. Comma la polarisation est 
moindre, la capacitance est plus faible. Enfin, quand la 
frequence est tres Slevee, les ions n'ont pas le temps de 

15 polariser la membrane ; ainsi la capacitance mesurSe est 
due uniquement au milieu et plus particulidrement Sl la 
rotation des dipoles de I'eau. 

On peut done diffSrencier trois paliers de frequence, 
appelgs les dispersions Slectriques (cf. figure 1). 

20 La dispersion a centree dans le domaine des 

frequences audio (kHz) , est due a la relaxation 
tangentielle des ions de la double couche electrique des 
surfaces chargees des cellules (GRAM+ essentiellement en 
raison de la structure particulidre de leur enveloppe) . 

25 La dispersion y centree dans le domaine des trds 

hautes frequences (GHz) , est essentiellement due II la 
mise en rotation des dipdles des molecules d'eau. 

La dispersion P centrSe dans le domaine des 
frequences radio (MHz) , est le r^sultat de la 

30 . polarisation de la membrane des cellules. Elle est 
perceptible pour des frequences allant de 100 kHz a 10 
MHz. 
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Ainsi, si on soustrait la valeur de capacitance 
r^siduelle du milieu Coo a la capacitance C radio, on 
obtient la difference de capacitance, not^e delta C (AC) 
qui peut etre correlee a la quantite de biomasse pr^sente 
5 dans la suspension. 

AC = C radio - Coo 

Les cellules dont la membrane n'est pas integre, ne 
sont pas polarisees et done ne contribuent pas au signal 
de capacitance mesure, Ainsi, la mesure obtenue par la 
10 sonde est specif ique des cellules viables. 



15 1»2. Mesure de la conductance 

La sonde utilis^e dans la prSsente invention nous 
donne de preference egalement la mesure de la conductance 
du milieu (notee G et exprimSe en milli Siemens mS) • La 
20 conductance est 1 • inverse de la resistance (R) de la 
solution et elle depend de la surface (S) des electrodes 
et de leur ecartement. 

G = 1/R = K.S/1 

25 

K represente la conductivite specifique (en 

mS .m'"*") . 

La conductance donne une information sur la 
composition ionique du milieu, car le transport du 
30 courant dans les solutions est assure uniquement par les 
ions . 
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Ainsi, la conductance represente done I'habilit^ qu'S 
un milieu a transporter un courant electrique, tandis que 
la capacitance represente l'habilit€ k stocker une charge 
glectrique . 

5 

2 - MMERIELS ET METHODES 
2.1. L'apparell de mesure 

10 L'appareil de mesure utilise dans la prSsente 

invention est de preference fabrique par la sociSte 
Fogale Nanotech (France) ; il est constituS de trois 
parties : 

- le MCU 9400 (Multisensor Control Unit de chez 
15 Fogale Nanotech) destine a acquerir, traiter, visualiser 

et memoriser ou transmettre vers un ordinateur les 
informations provenant du capteur, 

- le pre ampli qui contient tous les composants 
eiectroniques , 

20 - la sonde, const ituee d'un corps cylindrique en inox 

(diametre 25 mm) et munie a son extremite de quatre 
electrodes en platine disposees en parallSle, 

Les deux electrodes exterieures emettent un courant 
alternatif a frequence variable. Ce courant cree un champ 

25 eiectrique aux environs des electrodes, qui permet de 
polariser les cellules vivantes . Les deux electrodes 
interieures mesurent la difference de potentiel de la 
suspension (figure 2) . 

La sonde est sterilisable et dispose d»un systeme de 

30 nettoyage electrolytique qui permet d'eiiminer tout depot 
a la surface des electrodes. 
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2.2, Etalonnage de la sonde de mesure 

II est necessaire de tracer les courbes d'Stalonnage 
de la sonde afin de pouvoir ensuite effectuer les 
5 corrections n^cessaires aux r§sultats obtenus. En effet, 
la valeur de la capacitance (AC) dans un milieu contenant 
uniquement de I'eau n'est pas nulle, et, de plus, elle 
varie en fonction de la conductance du milieu et de sa 
temperature . 

10 C'est pourquoi, les inventeurs ont trace les courbes 

d* etalonnage pour diff6rentes temperatures, AC en 
fonction de la conductance. 

La sonde est maintenue par une pince reliee a un 
support metallique. Elle est plongee dans de I'eau ultra 

15 pure dans un becher d'un litre, de fagon oblique afin 
d'eviter 1 'accumulation de bulles d'air sur les 
Electrodes. Le becher est placE sur un agitateur 
magnetique dcuis un bain-marie. On ajoute progressivement 
une masse connue de chlorure de sodium k I'eau. 

20 Temperatures etudi^es : 30*»C, 37^C et 42®C. 

La conductance varie lin^airement en fonction de la 
concentration en sel du milieu. On remarque Sgalement que 
pour une mSme concentration en sel, la conductance varie 
en fonction de la temperature, 

25 Le AC varie d'une part en fonction de la conductance, 

et d' autre part avec la temperature du milieu (figure 3) . 

Pour chaque suivi de capacitance, un calcul 
correcteur est necessaire afin de s'af franchir des effets 
de la conductance et de la temperature. Il est done 

30 necessaire de soustraire aux mesures de capacitance 
obtenues lors d'un suivi de croissance, la valeur du AC 
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^talonnage correspondauit k la m§me temperature et k la 
m§me conductance. 

On lit sur I'appareil : AClu = 30 pF et G =^ 100 mS, 
a T = SO^'C. 

5 Sur la courbe d'Stalonnage h 20^C, on lit que pour G 

= 100 mS, ACetalonnage = 20 pF. Done la valeur corrig^e 

est AC = 30 - 20 = 10 pF. 

Ici, la plage de mesure possible de conductance 
s'etend de 20 mS ^ 400 mS, car au- dela de 400 mS le 

10 signal de la sonde sature, et en dessous de 20 mS la 
mesure devient de moins en moins precise. 

La nature de la sonde utilisee dans la presente 
invention depend de preference de la conductivity du 
milieu dans lequel s'effectue la mesure. Ainsi, pour les 

15 milieux faiblement conducteurs, il peut etre interessant 
de disposer d'une sonde ayant une gamme de conductance 
allant de 10 k 100 mS. Pour des mesures effectuees dans 
des milieux fortement conducteurs, il peut §tre 
interessant de disposer d'une sonde ayant une gamme de 

20 conductance allant jusqu'S 400 mS. 



2*3. Coiroosition des milieux utilises 

2.3.1. GSlose H17 (AES laboratoire) 



Tryptone 2 . 5 g 

Peptone pepsique de viande 2,5 g 

Peptone papainique de soja 5.0 g 

30 Beta-glycSrophosphate de sodium 19.0 g 

Lactose 5.0 g 

Extrait de levure 2.5 g 
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Ext rait de viande 2.5 g 

Sulfate de magnesium 0.25 g 

Acide ascorbique 0.5 g 

Agar 15 g 

5 Eau distill^e Qsp 1 L 

2.3 «2« GSlose PDA (AES laboratolre) 

Extrait de pomme de terre 5 g 

Glucose 20 g 

10 Agar 17 g 

Eau distill^e qsp 1 L 



2.3 .3. Gelose MRS (AES laboratolre) 



Polypeptone 


10 g 


Extrait de levure 


5 g 


Extrait de viande 


10 g 


Glucose 


20 g 


Phosphate dipotassique 


2 g 


Acetate de sodium 


5 g 


Citrate d ' ammonium 


2 g 


Sulfate de manganese 


0.05 g 


Tween 80 


1.0 g 


Agar 


15 g 


Eau distillee Qsp 


1 L 



2.3.4. Composition du milieu synthetique pour 
la propagation de Lactobacillus bulgarlcus 

30 II Skagit d'un milieu standard M 17,d6crit au 

paragraphe 2 • 3 • 1 , sans Agar . 
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3, EXEMPLE 1 ; ANALYSE DE LA PROPAGATION DE LACTOBACILLUS 
CA8BI SUR MILIEU SYNTHETIQUE 

Le milieu synthStique utilisS pour la propagation de 
Lb. Casei est le milieu MRS ou le milieu d^crit par 
Sejong Oh, Sungsue Rheem, Jaehun Sim Sangkyo Kim Young j in 
Baek (Appl . env. Microbiology 11, 1995, p3809-3814 ) 

La propagation en batbh de Lb. casei est r€alis6e en 
fermenteur B. Braun 15 L. La sonde est placSe en bas de 
cuve. La temperature est maintenue k 37*>C. L» agitation 
est fix6e S au moins 200 rpm. Le pH est rigulg k 6.5 par 
ajout de soude. Elle est suivie d'une etape de 
concentration par filtration ou centrifugation. 

La densite optique (DO) est lue a X ^ 580 nm et les 
denombrements sur boite sont r^alis^s sur milieu MRS 
neutre (Man Rogosa Sharpe) k I'aide d'un ensemenceur 
spiral • 

Les r^sultats obtenus sont pr6sent6s a la figure 4 
qui presente le suivi de la biomasse realist en continu 
lors de la propagation de Lb. casei sur milieu 
synthetique. 

La sonde permet de suivre 1 ' accroissement de la 
biomasse vivante entre 2,10"^ ufc/ml et 5.10^^ ufc/ml 
(soit 50 g/1) en cours de culture, et jusqu'a 5.10^^ 
ufc/ml aprSs concentration. Les valeurs de capacitance 
sont parfaitement corr616es aux mesures de densite 
optique lors des diff^rentes Stapes de filtration et de 
lavage. 

De plus, on remarque que la conductance du milieu 
nous permet de mesurer I'efficacit^ du lavage, car plus 
la quantity de sel diminue dans le milieu moins il est 
conducteur . 
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En plus de 1' indication quantitative de biomasse 
vivante, la sonde pertnet d'une part, de mesurer et de 
contrdler I'efficaciti du lavage et de la concentration 
via la mesure de conductance, et d' autre part, donne une 
5 information sur I'etat physiologique des bactSries 
(viabilite) . 

4. EXEMPLE 2 ; ANALYSE PS LA PROPAGATION DE LACTOBACILLUS 
10 DELBRUECKII SSP. BULGARICU3 SUR MILIEU SYNTHETIQUE 

La propagation en batch de Lb. bulgaricus sur milieu 
synth6tique est r^alis^e en fermenteur B. Braun 15L. La 
sonde est plac6e en bas de cuve. La temperature est 

15 maintenue a 42«C, Le pH est r€g\xl6 a 6,2 par ajout de 
soude durant les quatre premiSres heures uniquement (cf. 
materials et methode paragraphe 2.3.4). L'agitation est 
fixee a 200 rpm. La densite optique est lue a ^ = 580 nm. 
La figure 5 presente les resultats du suivi de 

20 croissance de Lb. Bulgaricus. La sonde detecte la 
presence ainsi que la croissance de LJb. JBuIgraricus entre 
10® et 5.10^ ufc/ml, pour des conductances de 2 a 35mS. 

25 5. EXEMPLE 3 : ANALYSE DE LA PROPAGATION DE 
STREPTOCOCCUS THERMOPHILUS SUR MILIEU SYNTHETIQUE 

Le suivi de croissance de Streptococcus thermophilus 
est r^alisg en batch. La temperature est regulee a T=42*'C 
30 et le milieu est agite k 200 rpm. La density optique est 
lue h X ^ 580 nm et les dSnombrements sur boite sent 
r6alis6s sur milieu M17 lactose. 
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La figure 6 presente le suivi de la croissance de 
Streptococcus theirmophilua en fonction du temps. La 
density optique, et la capacitance, 6voluent de la mime 
maniere. Le suivi de la croissance de Streptococcus 

5 thermophilus sur milieu synthetique est r6alis6 sur la 
gamme de population 4.10^ h 10^ ufc/ml k I'aide de la 
sonde de capacitance m§me si le signal de capacitance est 
faible. Afin d'obtenir une meilleure resolution, on 
pourra filtrer le signal- 

10 Le trace de la capacitance en fonction de la densite 

optique fait apparaitre une relation lin^aire entre ces 
deux mesures. 
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REVENDICATIONS 



1. Utilisation d'un dispositif comprenant une sonde 
5 capacitive pour la determination de la biomasse de 

cellules vivantes dont la surface cellulaire est 
infSrieure ou 4gale t 10 \m^, la dite sonde 6tant pr6vue 
pour itre appliqu^e dans un milieu contenant les dites 
cellules, et la dite sonde comprenant (i) une premidre 
10 paire d' electrodes d' intensity pour injecter un courant 
electrique dans le dit milieu, (ii) une seconde paire 
d' electrodes de tension pour relever la tension appliquee 
au dit milieu, et (iii) des moyens pour mesurer le 
courant electrique inject^. 

15 

2. Utilisation selon la revendication 1 caracterise en ce 
que le dit dispositif comprend en outre un conditionneur 
comprenant : 

i . des moyens de f ournir une tension alternative 
20 isol^e galvaniquement a appliquer entre lesdites 

electrodes d'intensite; 
ii. des moyens pour traiter des signaux representatif s 
respect ivement du courant injecte dans le dit 
milieu et la tension relev6e aux bornes des 
25 electrodes de tension, de fagon a delivrer des 

signaux respectivement de mesure de la capacite et 
de la conductance du dit milieu. 

3. Utilisation selon les revendi cat ions 1 a 2 
30 caractSrisSe en ce que le courant Electrique injecte dcuis 

le milieu par la dite sonde a une frScjuence comprise 
entre 0,1 MHz et 10 MHz. 
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4. Utilisation selon les revendications 1^3 
caracteris^e en ce que la resolution de la sonde est de 
I'ordre de 0,1 pF dans les milieux a conductivity 
superieure ou §gale a 0,001 mS. 

5. Utilisation selon la revendication 1 a 4 caract6ris6e 
en ce que la conductance du dit milieu est comprise entre 
2 et 400 mS. 

6. Utilisation selon la revendication 1^5 caractSrisSe 
en ce que la conductance du dit milieu varie dans la 
plage comprise entre 2 et 4 00 mS, dans un intervalle de 
250 mS. 

7. Utilisation selon la revendication 1 a 6 caract6ris6 
en ce que la mesure de faible variation de la 
capacitance, de I'ordre d' environ 0,1 a 0,5 pF, est 
realisee dans les milieux a conductivity comprise entre 2 
mS et 400 mS. 

8. Utilisation selon la revendication 1^7 caractgrisge 
en ce que la conductance du dit milieu est ajustee par 
adjonction de sel au dit milieu, 

9. Utilisation selon les revendications 1 a 8 
caracterisee en ce que le dit milieu est selectionne 
parmi les milieux synthetiques, le lait, les milieux 
vSgetaux, les yaourts, les crdmes lactees. 

10. Utilisation selon les revendications 1 k 9 
caracterisee en ce que la dite cellule est une bacterie 
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choisie dans le groupe compost des bactSries lactiques, 
des bif idobact^ries, des Rickettsies, des Chlamydies, des 
Mycoplasmes . 

5 11. Utilisation selon la revendication 10 caract^risSe 
en ce que la dite bact^rie lactique est s^lectionn^e dans 
le groupe compose des lactobacilles, des streptocoques , 
des leuconostoc, des lactocoques. 



10 12. Utilisation selon la revendication 11 caract^risSe en 
ce que la dite lactobacille est s^lectionn^e dans le 
groupe compose de Lactohacillus bulgaricus, Lactobacillus 
casei, Lactobacillus plantairunt, Lactobacillus 

delbrueckii . 

15 

13. Utilisation selon la revendication 11 caract^risee en 
ce que le dit streptocoque est sSlectionne dans le groupe 
compose de Streptococcus thermophilus. Streptococcus 
aquations, Streptococcus aquafilus. Streptococcus stearo 

20 theirmophi 1 us • 

14. Utilisation selon la revendication 1 a 13 
caracterisee en ce que la correspondance entre la 
capacite en pF mesuree par le dit dispositif et la 

25 concentration en cellules vivantes en g/1 de milieu est 
donnee par la relation : 1 pF equivaut a environ 0,05 g/1 
a 0,4 g/1 de cellules vivantes dans le milieu. 

15. Utilisation selon la revendication 11 a 12 
30 caracterisee en ce que la correspondance entre la 

capacite en pF mesuree par le dit dispositif et la 
concentration en lactobacilles vivants en g/1 de milieu 



Patent provided by Sughrue Mion, PLLC - http://Www.sughrue.com 



2835921 



30 



est donnfie par la relation : 1 pF Sqtuivaut a environ 0,2 
g/1 de lactobacilles vivants dans le milieu. 

16. Precede pour determiner les caractSristiques d'une 
5 biomasse de cellules vivantes dont la surface cellulaire 

est inferieure ou 6gale k 10 ^im^, le dit procedS 
comprenant les Stapes suivantes : 

a) Injection d'un courant alternatif k frequence 
predeterminfie dans un milieu contenant les dites 

10 cellules, via une premidre paire d' Electrodes 

immergSes dans le milieu ; 

b) mesure du courant inject^ dans le dit milieu, 

c) mesure de la tension aux bornes d'une seconde 
paire d' electrodes immerg^es dans ledit milieu et 

15 disposSes a proximity des electrodes d' injection 

de courant, et 

d) traitement des signaux images respectivement du 
courant injecte dans le dit milieu et de la 
tension relevSe aux bornes des electrodes de 

20 tension, de fagon ^ dSlivrer des signaux 

respectivement de mesure de la capacite et de la 
conductance du dit milieu. 

17. Precede selon la revendication 16 caracterisS en ce 
25 que la plage de mesure de la conductance est comprise 

entre 1 mS et 1000 mS. 

18. Precede selon la revendication 17 caracterise en ce 
que la plage de mesure de la conductance s'etend de 

30 preference de 2 ^ 400 mS. 
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19. Proc^d^ selon la revendication 18 caract6ris6 en ce 
que la plage de mesure de la conductance s'Stend de 
pr6f6rence de 20 a 200 mS. 

5 20. Precede selon les revendications 16 k 19 caract^ris# 
en ce que la mesure de faible variation de la 
capacitance, de I'ordre d' environ 0,1 S 0,5 pF, est 
r6alis6e dans les milieux k conductivite comprise entre 2 
mS et 400 mS. 

10 

21 • Proc6d6 selon les revendications 16 S 20 conqprenant 
en outre I'^tape d'ajuster la conductance du dit milieu 
par adjonction de sel. 

15 22. Precede selon les revendications 16 k 21 caract6ris6 
en ce qu'il comporte en outre une ^tape d'Stalonnage de 
la sonde capacitive en fonction de la temperature du 
milieu et de la conductance du milieu. 

20 2 3. Procede selon les revendications 16 k 22 caract^ris^ 
en ce que la dite cellule est une bactSrie s^lectionnSe 
dans le groupe compose des bactSries lactiques, des 
bif idobacteries, des rickettsies, des chlaraydies, des 
mycoplasmes . 

25 

24. Procede selon la revendication 23 caract^rise en ce 
que la dite bacterie lactique est sglectionn^e dans le 
groupe compost des lactobacilles, des streptocoques, des 
leuconostoc, des lactocoques. 

30 

25. Procede selon la revendication 24 caracterise en ^ ce 
que la dite lactobacille est selectionnee dans le groupe 
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compost de Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus casei, 
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus delbirueckii . 

26. Proc^de selon la revendication 24 caract^ris^ en ce 
que le dit streptocoque est sSlectionne dans le groupe 
compost de Streptococcus thermophilus. Streptococcus 
aquafilus. Streptococcus stearotbermophilus. 
Streptococcus aguaticus. 

27. Proc^dS selon les revendications 16 S 26 caract^rise 
en ce que la correspondance entre la capacite en pF 
mesurSe et la concentration en cellules vivantes en g/1 
de milieu est donnSe par la relation : 1 pF Squivaut a 
environ 0,05 g/1 Sl 0,4 g/1 de cellules vivantes dans le 
milieu. 

28* Procede selon les revendications 24 et 25 caract§ris6 
en ce que la correspondance entre la capacite en pF 
mesur^e et la concentration en lactobacilles vivants en 
g/1 de milieu est donnSe par la relation : 1 pF equivaut 
a environ 0,2 g/1 de lactobacilles vivants dans le 
milieu. 

29. Proced6 selon les revendications 16 a 28 caract€ris6 
en ce que les dites cellules sont cultivees en fermenteur 
selon un mode de conduite batch, fed batch ou continu. 

30. Precede selon la revendication 29 caracterise en ce 
que la determination de la biomasse vivante des dites 
bacteries est realis^e en ligne. 
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31. Proc^d^ selon les revendications 16 k 30 caracterise 
en ce que le dit milieu est select ionnfi dans le groupe 
coTnpos6 des milieux synth^tiques, les jus vSgStaux, du 
lait, des ferments lactiques, des yaourts. 

32. Utilisation d'un procSdS selon les revendications 16 
k 31 pour suivre la fermentation de cellules vivantes 
dont la surface cellulaire est au moins inferieure ou 
egale S 10 jim^, de preference des bact^ries lactiques. 
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